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Ácidos carboxílicos são ácidos orgânicos fracos, 
dissociados, que possuem pelo menos um grupo 
carboxílico. Os ácidos orgânicos de cadeia 
curta (ácidos acético, propiônico e butírico) são 
os principais intermediários formados em uma 
fermentação primária usando culturas mistas. Na 
fermentação secundária, esses ácidos servem 
como substrato para formação de outros produtos, 
como o ácido caproico, por exemplo. O ácido 
caproico é um ácido carboxílico de cadeia média 
(seis átomos de carbono) e é um exemplo de 
insumo de alto valor agregado, sendo produzido 
industrialmente a partir da matriz petroquímica, 
o que acarreta problemas ambientais diversos, 
incluindo a produção de gases de efeito estufa 
(WASEWAR; SHENDE, 2010). O ácido caproico 
possui muitas aplicações industriais, como 
combustíveis, corantes, lubrificantes, borracha e 
aditivo para ração animal.
A produção biológica de ácido caproico ocorre por 
processo bioquímico de alongamento de cadeia 
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carboxílica conhecido como β-oxidação reversa. 
Esse processo utiliza etanol ou hidrogênio como 
doadores de elétrons que, a partir de ácido acético, 
possibilitam a formação de ácido butírico e de 
ácido caproico (BAKER, 1947; BAKER; TAHA, 
1942). Steinbusch et al. (2011) utilizaram etanol, 
hidrogênio e ácido acético para produção de ácido 
caproico e ácido caprílico em reator anaeróbio de 
fluxo ascendente e manta de lodo (UASB). Agler 
et al. (2012) realizaram testes para produção de 
ácido caproico a partir de fermentado de milho em 
reator sequencial em batelada (ASBR).
Neste trabalho, estabeleceram-se as condições 
anaeróbias de fermentação para determinação 
do potencial de produção de ácido caproico de 
um substrato (como, por exemplo, fermentado 
de cana-de-açúcar) e/ou inóculo (por exemplo, 
lodo anaeróbio proveniente de uma estação de 
tratamento de efluentes).
Produção Biológica de Ácido 
Caproico
Testes de determinação do potencial de produção 
de ácido caproico foram realizados na Embrapa 
Agroindústria Tropical para avaliar tipos de 
inóculo e fonte de carbono (substrato). Para tanto, 
utilizaram-se três fontes de inóculo separadamente: 
(1) lodo anaeróbio floculento de uma estação de 
tratamento de esgoto doméstico da Companhia 
de Águas e Esgoto do Ceará (Cagece); (2) lodo 
anaeróbio granular da estação de tratamento de 
uma indústria de cerveja; e (3) líquido ruminal 
obtido de caprinos abatidos. A inibição da 
metanogênese foi feita com adição de 0,05% de 
clorofórmio, mantendo-se o pH em 7,0. 
Os seguintes substratos foram utilizados: (1) 
Etanol e ácido acético: 4,6 g/L (100 mM), 9,2 g/L 
(200 mM) e 18,4 g/L (400 mM) de etanol e 
1,5 g/L (25 mM), 3 g/L (50 mM) e 6 g/L (100 mM) 
de ácido acético (essas concentrações garantem 
a relação molar 4:1 etanol:ácido acético; (2) 
Fermentado de melaço de cana-de-açúcar (com 
9% de etanol): 75 g/L de fermentado de melaço 
de cana-de-açúcar, equivalente a 150 mM de 
etanol. Nesse caso, o ácido acético foi gerado no 
processo anaeróbio de acidogênese de carboidratos 
facilmente fermentescíveis contidos no fermentado 
de melaço. A acidogênese ocorre paralelamente ao 
processo de alongamento de cadeia na formação 
de ácido caproico. Foi necessário adicionar 1,0 g/L 
de Na2CO3. 
A cultura mista contida no lodo granular 
proveniente da indústria de cerveja foi a mais 
adequada para este processo, sendo capaz de 
produzir aproximadamente 4,5 g/L de ácido 
n-caproico em pH~7,0 (com adição de 0,05% de 
clorofórmio para inibir a metanogênese), após 14 
dias de fermentação, utilizando concentração de 
9,2 g/L (200 mM) de etanol e 3 g/L (50 mM) de 
ácido acético. O potencial de produção de ácido 
caproico foi de 0,49 gC6/g etanol.
Quando apenas fermentado de melaço da 
cana-de-açúcar foi utilizado como substrato, a 
melhor produção de ácido n-caproico (2,08 g/L) 
ocorreu a partir de 85,3 g/L de fermentado 
(equivalente a aproximadamente 150 mM de 
etanol), em pH~7,0 e adição de 0,05% de 
clorofórmio. Concentração mais alta de ácido 
caproico (3,56 g/L) foi obtida quando 1,78 g/L 
de ácido acético foi adicionado ao fermentado 
de melaço da cana-de-açúcar. Com base na 
quantidade de etanol contida no fermentado, o 
potencial de produção de ácido caproico foi de 
0,22 gC6/g etanol usando fermentado puro e 
0,49 gC6/g etanol usando fermentado com adição 
de ácido acético. Considerando a quantidade de 
melaço utilizado na fermentação, pode-se estimar 
o potencial de produção de ácido caproico em 0,07 
e 0,15 gC6/g melaço, sem e com adição de ácido 
acético, respectivamente.
Recomendações para Determinação 
do Potencial de Produção de Ácido 
Caproico
Os testes de atividade anaeróbia para determinação 
do potencial de produção de ácido caproico devem 
seguir os procedimentos: nos frascos reatores, 
adiciona-se a solução de nutrientes, substratos, 
inibidor da atividade metanogênica e o inóculo 
nas quantidades descritas a seguir. Em seguida, 
completa-se o reator até 200 mL, corrige-se o 
pH para aproximadamente 7 e realiza-se a purga 
com nitrogênio para manutenção da atmosfera 
anaeróbia. Os frascos devem ser mantidos em 
agitação e temperatura controlados. O experimento 
deve ser feito em triplicata e conter frascos de 
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controle (sem substrato). Os detalhes de cada uma 
dessas fases estão descritos a seguir:
Inóculos – Podem ser obtidos em lodos de reatores 
anaeróbios, que normalmente contêm bactérias do 
gênero Clostridium sp., especialmente Clostridium 
Kluyveri, principais responsáveis pelo processo de 
alongamento de cadeia carboxílica. Os inóculos 
devem ser usados em concentração de 10% (v/v).
Reatores biológicos – Os experimentos devem ser 
realizados em frascos Schott, com volume útil 
de 200 mL, em condições anaeróbias através da 
purga da fase gasosa com nitrogênio por 1 min. Os 
frascos devem ser fechados com tampa e septo de 
borracha de forma a permitir a retirada de amostras 
com seringa. A incubação deve ser feita a 37 °C 
por 14 dias, sob agitação orbital de 120 rpm.
Inibição da atividade metanogênica – Dois 
métodos podem ser utilizados para a inibição 
da atividade metanogênica: (1) Controle de pH 
na faixa de 5,35 a 5,65, simulando a produção 
do ácido caproico em reator biológico no qual a 
atividade metanogênica é inibida mantendo-se 
o pH em valores inferiores ao suportado pelas 
arqueas metanogênicas; (2) Adição de 0,05% 
de clorofórmio, simulando a produção de ácido 
caproico em pH próximo a 7,0. O pH deve ser 
controlado adicionando-se NaOH ou HCl 2M. 
Substratos – Etanol deve ser usado como doador 
de elétrons para o processo de alongamento de 
cadeia. O ácido acético pode ser produzido pela 
fermentação aeróbia de etanol proveniente da 
indústria alcooleira ou do processo anaeróbio 
de acidogênese de substratos facilmente 
fermentáveis. Deve-se manter a relação molar de 
4:1 etanol:ácido acético (mol:mol) para garantir 
o processo de alongamento de cadeia. Para os 
testes em que o ácido acético será proveniente 
da acidogênese, deve-se adicionar uma fonte de 
CO2, que pode ser K2CO3 (0,68 g/L) ou Na2CO3 
(1,0 g/L).
Nutrientes – Deve-se utilizar solução de nutrientes 
Clostridium Growth Medium (CGM)  (g/L): 
(NH4)2SO4 (2,0), K2HPO4 (2,4), KH2PO4 (1,8), 
Na2HPO4 (0,6), MgSO4 (0,1). Também deve-se 
adicionar 1 mL/L de solução de micronutrientes 
diluída em HCl 5M (g/L): FeSO4.7H2O (10,0), 
CaCl.2H2O (2,0), ZnSO4.5H2O (2,0), MnSO4.4H2O 
(0,5), CuSO4.5H2O (1,0), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0,1) 
e Na2B4O7.10H2O (0,02).
Monitoramento do reator – Alíquotas do líquido 
do reator devem ser retiradas no início e ao final 
do experimento para a determinação de ácidos 
graxos voláteis (AGV) e álcoois. As determinações 
de AGV e álcoois são realizadas por cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE). Todos os ensaios 
devem ser feitos em triplicata.
Cálculos – O potencial de produção de ácido 
caproico (PC6) é calculado pela Equação 1, em que 
[C6] é a concentração de ácido caproico (g/L) ao 
final do experimento, v é o volume útil do frasco 
reacional (L) e ms é massa do substrato utilizado (g).
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